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【摘要 】 背景 ” 肝 细 胞 癌 是 癌症 相关 死亡 的 主要 原因 ， 目 前 的 防治 形势 依然 严峻 ， 对 新 的 肝 细 胞 癌 治 疗 药物 进 
行 探 索 研 究 具有 科学 意义 。 目 的 ”通过 网 络 药 理学 方法 分 析 汉 黄 芬 素 干 预 肝 细胞 癌 的 作用 机 制 ， 并 进行 体外 实验 验证 。 
方法 dE TCMSP 数据 库 中 检索 汉 黄 蕉 素 的 药物 裔 点， 从 TTD、GenCard、OMIM、DisGent 数据 库 中 收集 肝 细 胞 癌 的 疾 
病 革 点。 将 收集 的 药物 靶 点 和 疾病 靶 点 取 交 集 ， 作 为 药物 干预 疾病 的 潜在 靶 点 。 对 交集 靶 点 运用 R 软件 进行 富 集 分 析 ， 
使 用 STRING 数据 库 和 Cytoscape 软件 对 交集 靶 点 构建 蛋白 互 作 网 络 和 筛选 核心 靶 点 。 在 GIEPA 数据 库 对 核心 靶 点 进 
行 近 一 步 分 析 。 最 后 通过 体外 实验 对 前 期 分 析 结果 进行 验证 : 采用 CCK-8 试剂 盒 测定 细胞 活性 ; 采用 平板 克隆 形成 
实验 测定 细胞 增殖 ; 采用 划 痕 实验 测定 细胞 迁移 ; 采用 Western-blotting (WB) 实验 测定 蛋白 质 表达 水 平 。 结 果 分 
析 结 果 发 现 汉 黄 苍 素 的 AMDE 特性 符合 小 分 子 药物 成 药 规则 并 且 毒 性 分 析 结 果 表 明 无 毒性 。 收 集 到 汉 黄 苍 素 靶 点 135 
个 ， 肝 细胞 癌 革 点 8 238 个 ， 两 者 交集 靶 点 113 个 。 通 过 对 构建 的 蛋白 互 作 网 络 筛选 出 的 TOP10 的 核心 基因 进行 分 析 ， 
发 现 CDK1、SRC 在 肝 瘤 组 织 中 mRNA 水平 较 正常 肝 组 织 上 调 ( P<0.05 ) ， 并 且 在 肝癌 患者 中 高 表达 与 不 良 预后 相关 
(P«0.05) o KEGG 富 集 分 析 发 现 交 集 基因 富 集 在 PI3K/AKT 信和 号 通路 上 最 多 ， 分 子 对 接 结果 显示 汉 黄 芬 素 与 CDK1、 
SRC 结合 构 型 活力 较 强 。CCK-8 试剂 盒 检 测 结果 显示 ， 加 入 汉 黄 芬 素 75、150、300.0 u mol/L 组 HepG2 细胞 活性 均 低 
于 对 照 组 ( P<0.05 ) ; 平板 克隆 形成 实验 结果 显示 ， 加 入 汉 黄 芬 素 37.5、75、150.0 u mol/L 组 HepG2 细胞 克隆 形成 数 
均 低 于 对 照 组 ( P<0.05 ) ; 划 痕 实验 结果 表明 ， 加 入 汉 黄 蕉 素 37.5、75、150.0 p mol/L 组 HepG2 细胞 迁移 率 均 低 于 对 
HAZ (P«0.05) ; WB 实验 结果 表明 ， 加 入 汉 黄 芬 素 75、150.0 jmol/L 组 PI3K、P-AKT/AKT、CDK1、SRC 和 蛋白 表达 
水 平均 低 于 对 照 组 (P«0.05) 。 结 论 ” 汉 黄 芬 素 通过 下 调 CDK1、SRC 蛋白 表达 , 减弱 PI3K/AKT 通路 信号 ， 抑 制 肝 癌 
细胞 增殖 和 迁移 ， 诱 导 细 胞 凋 亡 ， 从 而 达到 干预 时 细胞 癌 发 生 和 进展 的 目的 。 
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[Abstract] Background Hepatocellular carcinoma ( HCC ) is the leading cause of cancer-related deaths. The 
current prevention and treatment situation remains critical. It is of scientific significance to explore new therapeutic agents for 


HCC. Objective To analyze the mechanism of wogonin on HCC by network pharmacology and to verify it in vitro. Methods The 
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drug targets of wogonin were searched in TCMSP database, and the disease targets of HCC were collected from TTD, GenCard, 
OMIM, DisGent databases. The collected drug targets and disease targets were intersected as potential targets for drug intervention 
in diseases. R software was used for enrichment analysis of intersection targets, STRING database and Cytoscape software were 
used to construct protein interaction network and screen core targets. The core targets were further analyzed in GIEPA database. 
Finally, the preliminary analysis results were verified by in vitro experiments, including cell activity determination using CCK- 
8 kit, cell proliferation determination using plate clone formation experiment, cell migration determination using scoring test, 
protein expression level determination using Western-blotting ( WB ) assay. Results The AMDE characteristics of wogonin 
were found to be in accordance with the rules for small molecule drug formation and the toxicity analysis showed no toxicity. A total 
of 135 wogonin targets and 8238 HCC targets were collected, and 113 targets were intersected. Through the analysis of the core 
genes of TOP10 screened by the constructed protein interaction network, it was found that the mRNA levels of CDK1 and SRC 
in liver cancer tissues were higher than those in normal liver tissues ( P«0.05 ) , and the high expression levels in liver cancer 
patients were related to poor prognosis ( P«0.05 ) . KEGG enrichment analysis showed that the intersection genes were enriched 
in the PIBK/AKT signaling pathway, and the molecular docking results showed that wogonin had strong binding configuration 
activity with CDK1 and SRC. The results of CCK-8 kit showed that the activity of HepG2 cells in the 75, 150, and 300.0 p mol/ 
L wogonin groups was lower than that in the control group ( P«0.05 ) . The results of plate clone formation experiment showed that 
the number of colony formation of HepG2 cells in the 37.5, 75, 150.0 u mol/L wogonin groups was lower than that in the control 
group ( P«0.05 ) . The results of scoring test showed that the migration rate of HepG2 cells in the 37.5, 75 and 150.0 pu mol/L 
wogonin groups was lower than that in the control group ( P«0.05 ) . The results of the WB assay showed that the expression levels 
of PIBK, P-AKT/AKT, CDKI and SRC proteins in the 75 and 150.0 u mol/L wogonin groups were lower than those in the control 
group ( P«0.05 ) . Conclusion | Wogonin inhibits the proliferation and migration of HCC cells and induces apoptosis by down- 
regulating the expression of CDK1 and SRC proteins and attenuating the PI3K/AKT pathway signaling, to achieve the purpose of 
interfering with the occurrence and progression of HCC. 
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肝 细胞 癌 CHCC) 占 原 发 性 肝癌 的 大 多 数 ， 是 世界 110 MESE AMDE 及 毒性 预测 


上 许多 地 区 癌症 相关 死亡 的 主要 原因 "i 。 在 多 数 亚洲 
国家 、 美 国 和 欧盟 批准 Sorafenib 和 lenvatinib 为 HCC 的 
一 线 治疗 药物 。 在 过 去 的 20 年 ， 学 者 研究 了 HCC 
的 临床 管理 ， 显 著 改 善 了 治疗 方案 ， 其 中 包括 新 的 药物 
组 合 。 尽 管 已 经 取得 了 相当 大 的 进展 , 但 HCC 的 总 体 


结果 仍 远 不 能 令 人 满意 。 所 以 对 新 的 HCC 治疗 方法 
进行 探索 研究 是 具有 科学 意义 的 。 


药物 治疗 是 癌症 治疗 的 重要 方法 14s1 。 在 药物 研发 
的 过 程 中 ， 临 床 前 研究 的 先导 化 合 物 租 选 起 着 至 关 重 要 
的 作用 “，。 植 物 因为 产生 了 许多 具有 药理 活性 的 代谢 
Py, RAHA PIE MEA WINE ERR. (Ae 
(ERIE PACS UO UIA, TERKEL 
昂贵 O18! ， 网 络 药理 学 的 发 展 ， 为 从 药 用 植物 的 有 效 
成 分 中 先导 化 合 物 的 筛选 开辟 了 新 的 途径 ' 1 。 

DURS 素 (wogonin ) 是 一 种 黄酮 类 天 然 化 合 物 ， 
是 黄 芬 属 植物 的 主要 活性 成 分 2 。 在 以 前 的 研究 表明 
汉 黄 芬 素 具 有 良好 的 抗 肿瘤 活性 2; 。 本 研究 旨 在 通过 
网 络 药 理学 方法 分 析 汉 黄 芬 素 治疗 HCC 的 作用 机 制 ， 

并 通过 体外 实验 进行 验证 ， 期 望 为 HCC 新 的 治疗 选择 
进行 探索 。 


1 材料 与 方法 


在 Pubchem 数据 库 中 收集 汉 黄 苍 素 的 SMILES XX, 
将 检索 到 的 SMILES 分 别 导 入 SWISS AMDE 在 线 服 务 
网 站 ( http://www.swissadme.ch/ ) Ay Br DL BE AS Ze AY Mm 
A. fg. TRU. HRE (AMDE ) 特性 及 生物 利用 度 。 
导 入 ProTox-II-Prediction of TOXicity of Chemicals 在 
线 服 务 网 站 ( https://tox—new.charite.de/protox_IT/index. 
php?site2compound, input ) 预测 汉 黄 苓 素 的 肝 毒 性 、 致 
瘤 性 、 致 突变 性 、 免 疫 毒 性 、 细 胞 毒性 。 
1.2” 汉 黄 芬 素 及 肝 细 胞 癌 靶 点 收集 

在 TCMSP 数据 库 (https:Wtcmsp-e.com/tcmsp.php ) 
中 检索 “wogonin”， ARLE aR BORE S 以 关键 
词 “hepatocellular carcinoma” TE TTD ( https://db.idrblab. 
net/ttd/ ) , GenCards ( https://www.genecards.org/ ) 、 
OMIM ( https://www.omim.org/ ) , DisGnet ( ao 
disgenet.org/ ) 数据 库 中 检索 并 收集 HCC 疾病 靶 点 。 
药物 靶 点 与 疾病 靶 点 取 交 集 ， 
TEES. 
1.3 蛋白 互 作 网 络 构建 和 核心 靶 点 筛选 

将 药物 干预 疾病 潜在 靶 点 导入 STRING 数据 
JE ( https://cn.string—db.org/ ). 3€ $& Wy Rh Jj "Homo 
sapiens" , i 置 required score X “highest confidence 


(0.900) ”构建 蛋白 互 作 网 络 。 将 蛋白 互 作 网 络 导 入 


(GP mpane TTE 


Cytoscape 3.9.0 软件 〈 隐藏 连接 度 为 0 的 节点 ) ， 并 使 
用 “Cytohubba” 搬 件 筛选 出 TOP 10 的 基因 ， 然 后 使 用 
GIEPA 数据 库 ( http://gepia2.cancer—pku.cn/#index ) 分 析 
核心 基因 在 肝癌 组 织 和 正常 肝 组 织 中 mRNA 表达 水 平 
( llogFCl>1 和 P«0.05 表示 基因 有 显著 差异 ) 以 及 核心 
基因 与 肝癌 患者 生存 预后 的 关联 Clogrank P<0.05 视 为 
有 统计 学 差异 ) 。 
14 基因 本 体 (GO) 和 京都 基因 与 基因 组 百科 全 书 
( KEGG ) 富 集 分 析 

TE R 软件 中 使 用 “clusterProfiler” 包 进行 GO 和 
KEGG 富 集 分 析 , P«0.01 视 为 具有 显著 性 。 利 用 “ggplot2” 
包 对 分 析 结 果 进 行 可 视 化 。 
15 ”分子 对 接 

在 PDB 数据 库 ( httpsz//www.resb.org/ ) 中 下 载 核心 
基因 的 蛋白 三 维 结构 ， 并 在 Pymol 软件 中 完成 移 除 水 分 
子 和 小 分 子 配 体 。 在 Pubchem 数据 库 ( https://pubchem. 
ncbi.nlm.nih.gov/ ) 中 下 载 汉 黄 芬 素 的 化 合 物 3D 结构 ， 
使 用 Chem3D 软件 将 能 量 最 小 化 。 最 后 使 用 Autodock 
vina 进行 分 子 对 接 并 在 pymol 中 将 对 接 结果 可 视 化。 
1.6 ”细胞 培养 

人 肝癌 细胞 株 HepG2( 中 乔 新 舟 ) 和 人 正常 细胞 株 
LO,( 中 乔 新 舟 ) 完全 培养 基 条 件 为 MEM ( 7 NEAA ) 
培养 基 90%+ 胎 牛 血清 (FBS) 10%。 培 养 条 件 为 5% 
CO,、37 Gs 
1.7 CCK-8 试剂 盒 测定 细胞 活性 

将 细胞 按 1 x 10 个 /和 孔 接 种 于 96 细胞 培养 板 中 ， 
在 5% CO,、37 CC 培养 条 件 下 过 人 夜 。 移 除 培养 基 ， 每 孔 
加 入 100 u L PBS VETR, 重复 2 次 。 每 孔 加 入 200 pL 
含 汉 黄 芬 素 浓度 分 别 为 0、18.5、37.5、75.0、150.0、 
300.0 u mol/L 的 完全 培养 基 ， 分 别处 理 24、48、72 
h。 移 除 培 养 基 ， 每 孔 加 入 100 wL PBS 洗涤 两 次 。 将 
CCK-8 试剂 ( 普 诺 恩 ) 按 10% 溶解 于 完全 培养 基 中 ， 
每 孔 加 入 100 pL. 在 5% C0,、37 % 条 件 下 孵育 2 h。 
在 酶 标 仪 450 nm 波长 下 检测 吸光 度 (OD 值 ) 。 
1.8 ”平板 克隆 形成 实验 

HepG2 细胞 按 500 个 / 孔 接 种 于 6 了 和 孔 细 胞 培养 板 
中 ，5% CO, 37 CAE FRAT. PRERE, I 
入 2mLPBS 洗 涤 2 次 。 加 入 含 汉 黄 芬 素 浓度 分 别 为 0、 
37.5, 75.0, 150.0 pmol/L 的 完全 培养 基 ， 孵 育 48h 后 ， 
移 除 培养 基 , 加 入 2 mLPBS 洗 涤 2 次 。 加 入 完全 培养 基 ， 
3 d 换 液 1 次， 连续 培 养 14 d。 移 除 培养 基 ， 加 入 2 mL 
PBS 洗涤 2 次 ， 加 入 多 聚 甲 醛 固 定 25-30 min， 使 用 结 
MERE, FAH. 
1.9 划 痕 实验 

HepG2 细胞 按 5 x 10 个 / 孔 接 种 于 6 孔 板 中 ， 培 养 
至 细胞 完全 融合 后 ， 使 用 无 菌 100 u LERAAR 
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层 细胞 ， 加 入 2 mL PBS 洗涤 2 次， 加 入 含 汉 黄 芬 素 浓 
度 分 别 为 0、37.5、75.0、150.0 u mol/L 的 无 血清 培养 基 ， 
分 别 在 0h 和 48 h 对 划 痕 进行 拍照 ， 使 用 Image J 软件 
进行 分 析 。 细 胞 迁移 率 为 划 痕 恢复 距离 相对 于 原始 距离 。 
1.10 ”细胞 凋 亡 

HepG2 细胞 按 2 x 10 个 /和 孔 接 种 于 24 孔 板 中 ， 加 
AC DUE BU BEA I| 0. 37.5, 75.0, 150.0 u mol/ 
L 的 完全 培养 基 进 行 处 理 24 h， 使 用 Annexin V-FITC 
试剂 盒 检测 细胞 凋 亡 。 在 区 光 显 微 镜 下 对 细胞 加 入 
Annexin V-FITC 试剂 的 细胞 进行 拍照 ， 绿 色 灾 光 信 号 越 
强 ， 代 表 细 胞 凋 亡 越 多 。 
lll 蛋白 质 免疫 印迹 

加 入 含 汉 黄 芬 素 浓 度 分 别 为 0、37.5、75.0、150.0 
p. mol/L 的 完全 培养 基 处 理 HepG2 细胞 48 ho EAE 
和 蛋白酶 抑制 剂 的 RIPA 裂解 液 CESAR) 分 离 总 蛋白 ， 
BCA HAW AA (BK ) 检测 蛋白 浓度 。10% 
SDS-PAGE 分 离 后 转移 到 PVDF 膜 上 。5% 脱脂 牛奶 室 
温 封 闭 2 hp， 然 后 ， 将 膜 与 一 抗 4 "CREE ED. FARA 
IgG 偶 联 二 抗 在 室温 下 孵育 2 h。 最 后 ， 用 ELC 检测 蛋 
EE 
112 ”统计 学 方法 

数据 以 (x+s ) 表示 ( 所 有 实验 重复 3 次 ) 。 采 用 
Graph Pad Prism 软件 进行 分 析 和 作 图 。 多 组 间 比 较 采 用 
单 因素 方差 分 析 ( ANOVA ) 。 两 组 间 比 较 采用 1 检验 ， 
以 P<0.05 视 为 差异 有 统计 学 意义 。 


2 结果 


2.1 MBSA AMDE 及 毒性 预测 结果 

SWISS AMDE 和 ProTox-II-Prediction of TOXicity of 
Chemicals 在 线 服 务 网 站 对 汉 黄 芬 素 分 析 结果 (图 1) 
显示 : 分 子 式 : C16H1205， 分 子 量 (MW) : 28426, 
可 旋转 键 (Rotatable bonds) : 2, A REA 1% (H-bond 
acceptors ) : 5, ^X "E 供 Uk (H-bond donors) : 2, 
脂 水 分 配 系数 (MLOGP) : 077， 生 物 利 用 度 (GI 
absorption ) 较 高 。 肝 毒性 、 致 癌 性 、 致 突变 性 、 免 疫 毒 
性 、 细 胞 毒性 均 为 无 活性 的 (Inactive ) 。 
2.2 MESARA ARR 

在 TCMSP 25 fis PE PR BM at AS 28 OL ea 135 个 ， 
TE TTD, GeneCards, OMIM, DisGenet 数据 库 中 收集 到 
JF tH RUE A 8238 个 。 将 化 合 物 与 疾病 交集 靶 点 113 
个 作为 汉 黄 芬 素 干预 于 细胞 癌 的 潜在 靶 点 (图 2) 。 
2.5 汉 黄 蕉 素 干 预 肝 细胞 癌 潜 在 靶 点 蛋白 互 作 网 络 构 
建 及 核心 靶 点 筛选 

将 化 合 物 与 疾病 交集 靶 点 导入 STRING 数据 库 ， 
得 到 92 个 节点 (隐藏 连接 度 为 0 的 节点 ) 265 条 
边 的 蛋白 互 作 网 络 (图 3) 。 使 用 Cytoscape 软件 中 的 
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0 


TNE 
图 1 汉 黄 芬 素 化 学 结构 


Figure 1 Chemical structure of wogonin 


\wogonin 


图 2 药物 -疾病 交集 地 点 书 恩 图 


Figure2 Venn diagram of drug-disease intersection targets 


“Cytohubba” 插 件 的 “MCC” 算 法 获得 TOPIO 的 核心 
靶 点 ， 分 别 为 原 癌 基 因 酷 氮 酸 蛋白 激酶 Srec (SRC) ， 
HSP90AA1 热 休 克 和 蛋白 HSP90-a (HSP9OAA1) ， 细 
胞 肿瘤 抗原 p53 (TP53 , ， 细 胞 周期 蛋白 依赖 性 激酶 1 
( CDK1 ) ,丝氨酸 /办 氨 酸 蛋 日 激酶 C AKT1 ) ,G1/S- 特 
异性 周期 蛋白 -D1 ( CCND1 ) ,转录 因子 Jun (JUN) , 
RELA 原 癌 基因 (RELA) ， 一 氧化 氮 合 酶 (NOS2 ) , 
细胞 周期 蛋白 依赖 性 激酶 抑制 剂 1 (CDKN1A) ( 
4) 。 在 GEIPA 数据 中 基于 TCGA 数据 库 中 的 数据 对 核 
心 基因 在 肝癌 患者 及 正常 肝 组 织 中 mRNA 表达 水 平 (图 
5) 进行 分 析 发 现 : CDK1 Al SRC 在 肝癌 组 织 中 表达 水 
平 高 于 正常 肝 组 织 (P«0.05) 。CDK1、HSP90AA1、 
RELA, SRC. JUN 在 肝癌 患者 中 高 表达 与 不 良 预 后 相 
X (图 6) (P<0.05)。 

24 GO 和 KEGG 富 集 分 析 

GO 富 集 ( 图 7A ) 分 析 显 示 ， 交 集 基 因 主 要 富 集 的 
生物 学 过 程 (BP) 有 抗 氧 化 反应 (response to oxidative 
stress) ， 细 胞 对 化 学 应 激 的 响应 C cellular response to 
chemical stress ) , XJ 4j Hn. ( response to radiation ) 
等 ， 富 集 的 细胞 组 分 (CC) AIEI (membrane raft ) ， 
膜 微 结构 域 (membrane microdomain ) 等 ， 分 子 功能 
主要 富 集 在 和 蛋白质 丝氨酸 / 苏 氨 酸 激酶 活性 (protein 
serine/threonine kinase activity) , 2S i ZAE A KAR 
激酶 活性 ( transmembrane receptor protein tyrosine kinase 
activity) ， 胆 酸 结合 作用 (hile acid binding) $$, KEGG 
通路 富 集 ( 图 7B ) 分 析 中 交集 基因 主要 富 集 的 通路 有 
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图 3 交集 靶 点 蛋白 互 作 网 络 


Figure3 Intersection target protein interaction network 


图 4 TOPIO Poo s 
Figure 4  TOPIO core targets 


PI3K/AKT 信 号 通 路 ( PIBK-Akt signaling pathway ) , 
p53 信和 号 通路 ( p53 signaling pathway ) , IL-17 信和 号 通路 
( IL-17 signaling pathway ) 等 。 

2.5 “分子 对 接 

将 核心 靶 点 CDKI RI SRC 的 三 维 蛋白 质 结 构 与 汉 
黄 芬 素 化 合 物 三 维 结构 使 用 Autodock vina 进行 分 子 对 
接 , 结果 显示 CDK1、SRC 与 汉 黄 芬 素 的 结合 能 均 低 于 -7 
kcal/mol ,证 明和 蛋白 质 与 化 合 物 结合 构 型 活性 较 强 ( 图 8 )。 
2.6 汉 黄 芬 素 抑制 肝 交 细胞 增殖 
使 用 CCK-8 试剂 盒 检测 汉 黄 芬 素 对 肝癌 细胞 增殖 
影响 发 现 , 24, 48, 72h 时, 各 组 HepG2 细胞 活性 比较 ， 
差异 有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ， 见 表 1。 在 相同 浓度 和 
时 间 梯 度 下 ，HepG2 细胞 活性 低 于 LO, 细胞 活性 ， 差 异 
有 统计 学 意义 ( P<0.05 ) ， 见 表 2~4。 平板 克隆 形成 实 
验 结果 显示 ， 各 组 HepG2 细胞 克隆 形成 数 比较 ， 差 异 


(GP mpane 
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表 1 ， 汉 黄 芬 素 处 理 后 HepG2 细胞 活性 (xs) 
Table! Activity of HepG2 cells treated with wogonin 

组 别 例 数 24h 48h Th 
0 pmol/L 3 1.608 + 0.092 1.473 + 0.086 1.642 + 0.087 
DMSO 溶 媒 组 3 1.562 + 0.071 1.459 + 0.106 1.641 + 0.089 
18.5 p mol/L 3 134440112 1.459 + 0.117 1.655 + 0.101 
37.5 u mol/L 3 0.922 +0.108°  1.322+0.081° 1.630 + 0.161 
75.0 p mol/L 3 0.818 +0.022° 0.976 +0.081° 1.317 + 0.042" 
150.0 p mol/L 3 0.737&0.017 038920015 0.261 + 0.043" 
300.0 u mol/L 3 0.637+0.018 0.361 +0.029 0.223 + 0.036" 

F f 148.5 178.1 2712 

P 值 «0.000 1 «0.000 1 «0.000 1 


F LIHC Normal G 
Hz A~J 分 别 代 表 CDK1、CCND1、AKT1、CDKN1A、HSP90AA1、JUN、NOS2、 RELA, SRC, TP53 在 肝癌 组 织 和 


注 :“ 表 示 与 对 照 组 相 比 P<0.05。 
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有 统计 学 意义 (P<0.05) , WE 9, #5. 
2.7” 汉 黄 蕉 素 抑制 肝癌 细胞 迁移 和 诱导 肝癌 细胞 凋 亡 


划 痕 实验 结果 表明 , 各 组 HepG2 细胞 迁移 率 比 较 ， 
差异 有 统计 学 意义 (P«0.05) ， 见 图 10、 表 6. HepG2 
细胞 在 一 定 浓度 的 汉 黄 苍 素 的 处 理 后 ， 使 用 Annexin 
V-FITC 试剂 盒 在 获 光 显微镜 下 观察 发 现 ， 随 着 汉 黄 
素 的 浓度 升 高 ， 绿 色 效 光 信 和 号 增强 ， 说 明细 胞 凋 亡 数量 
增加 (图 11) 。 

2.8 汉 黄 芬 素 抑制 核心 靶 点 CDK1、 


黄 芬 


SRC 表达 和 减弱 


PI3K/AKT 信号 通路 
WB 实验 结果 表明 ， 


一 定 浓度 范围 内 ， 汉 黄 苍 素 能 


J 
um 
jay 


B 


LIHC Normal 


LIHC Normal 


H 


LIHC Normal 


4 dor 
es g 


ls 


J LIHC Normal 
[正常 肝 组 织 中 的 mRNA 表达 水 平 ; 


LIHC Normal 


0 
I 


"P<0.05, "P«0.01; LIHC- 肝 细胞 癌 ，Normal= 正常 肝 组 织 。 
El5 GEPIA 数据 库 验证 核心 对 点 在 肝 细 胞 癌 和 正常 肝 组 织 中 mRNA 表达 水 平 
Figure5 The CEPIA database verified the mRNA expression levels of core targets in hepatocellular carcinoma and normal liver tissues 
R2 汉 黄 蕉 素 处 理 24h 后 ,相同 浓度 下 HepG2 细胞 与 LO, 细胞 活性 比较 (x +s) 
Table 2 Comparison of the activity of HepG2 c sells and LO, cells at the same concentration after 24 h treatment with wogonin 

组 别 例 数 18.5 u mol/L 37.5 u mol/L 75.0 p. mol/L 150.0 mol/L 300.0 mol/L 

HepG2 细胞 活性 3 83.45 + 2.96 57.67 + 9.28 51.18 + 4.56 45.97 + 3.35 39.71 + 2.90 
LO, 细胞 活性 3 113.41 + 5.68 108.77 + 4.54 106.06 + 4.54 82.75 + 3.92 61.92 + 3.33 
t 值 10.06 11.06 17.57 15.96 11.23 
P fH «0.000 1 «0.000 1 «0.000 1 «0.000 1 «0.000 1 
ik: 细胞 活性 为 实验 组 与 空白 对 照 组 〈 设 空白 对 照 组 细胞 活性 为 100 ) 进行 比较 。 
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1.0 一 低 CDKI 组 (n=182) LOR. 一 低 CCND1 组 (n=l82) 1.0 一 低 AKTI 组 (n<l82) 1.0| DKNIA 组 (n-182) 
— jii CDK1 £l (n=182) x: 一 一 高 AKT1 组 (n=182) 一 一 高 CDKNIA 组 (n=182) 

Logrank P=0.000 17 Logrank P=0.067 Logrank P=0.13 

0.8 HR( 高 )=2 0.8 HR( 高 )=14 0.8 HR (高 ) =0.76 
P (HR) =0.068 | P (HR) =0.13 


70.000022 — 


“SP CHR) 


10.6 0.6 
= wre iH 
SM R04 
BC aio. 


100 120 0 20 40 60 80 100 120 
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0 20 40 | 60 80 100 120 0 20 40 、 60 80 100 120 0 20 40 : 60 80 g 
A 时 间 CH B 时 间 CH ) C 时 间 CH ) D 时 间 CH) 
1.0 一 低 HSP90AA1 组 (n=182) — lO 一 低 JUN 组 (n=182) LO. —— 低 NOS2 组 (n=182) 1.0%, 一 低 RELA 组 (n=182) 
一 一 高 HSP90AA1 组 (n=182) — 高 JUN 组 (n=182) 一 - 高 NOS2 组 (n=182) 一 -高 RELA 组 (n=182) 
Logrank P=0,002 4 Logrank P=0.036 Logrank P=0.38 Logrank P=0.005 5 
0.8 AR (高 ) =17 0.8 HR (高 ) =15 0.8 HR (高 ) =0.65 0.8 HR (高 ) =1.6 
E P (HR) =0.0027 .— P ( HR) =0.037 P (HR) =0.38 P (HR) =0.005 8 
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一 一 低 TP53 组 (n=182) 


一 一 低 SRC 组 (n=182) 1.0R--.. 
j 一 -高 TB53 组 (n=182) 


—— 高 SRC 组 (n=182) 


Logrank P=0.016 Logrank P=0.81 
0.8 HR (高 ) =15 0.8 AR (高 )=1 


P (HR) =0.81 


P (HR) =0.017 


0.6 2h0.6 
3| o eMe de po dii 
oa 十 04 


0 20 40 . 60 80 100 120 0 20 40 . 60 80 100 120 

I 时 间 (月 ) J 时 间 CH ) 
iE: A 为 CDKI, logrank P=0.000 17; B 为 CCNDI, logrank P=0.82; C 为 AKTI, logrank P=0.067; D 为 CDKNIA, logrank P=0.13; E 为 
HSP90AA1, logrank P=0.002 4; F 为 JUN， logrank P=0.036; G 为 NOS2, logrank P=0.38; H 为 RELA, logrank P=0.005 5; I 为 SRC, logrank 


P=0.016; J Jy TP53, logrank Pz0.81. 


图 6 GEPIA 数据 库 对 TOP10 核心 站 点 在 肝癌 患者 中 的 生存 分 析 


Figure6 Survival analysis of TOP10 core targets in hepatocellular carcinoma patients by the GEPIA database 


表 3 汉 黄 芬 素 处 理 48h 后 ， 相 同 浓度 下 HepG2 细胞 与 L0; 细胞 活性 比较 (xs) 


Table 3 Comparison of the activity of HepG2 cells and LO, cells at the same concentration after 48 h treatment with wogonin 


组 别 例 数 18.5 u mol/L 37.5 mol/L 75.0 mol/L 150.0 p mol/L 300.0 mol/L 
HepG2 细胞 活性 3 95.23 4.91 91.97 + 2.40 51.05 + 2.83 24.11 + 1.30 13.90 + 0.80 
LO, 细胞 活性 3 99.26 + 9.30 90.04 + 8.39 66.62 + 9.30 26.48 + 1.75 24.62 + 2.47 
1 值 0.857 0.496 3.587 2.428 9.237 
P 值 0.416 0.633 0.007 0.041 <0.0001 


注 : 细胞 活性 为 实验 组 与 空白 对 照 组 〈 设 空白 对 照 组 细胞 活性 为 100 ) 进行 比较 。 


表 4 汉 黄 芬 素 处 理 72h 后 ， 相 同 浓度 下 HepG2 细胞 与 LO, 细胞 活性 比较 (x +5 ) 


Table 4 Comparison of the activity of HepG2 cells and LO, cells at the same concentration after 72 h treatment with wogonin 


组 别 例 数 18.5 p. mol/L 37.5 u mol/L 75.0 mol/L 150.0 p mol/L 300.0 u mol/L 
HepG2 细胞 活性 3 79.08 x 5.85 72.73 x 1.50 65.80 x 2.43 37.89 + 2.68 26.71 € 2.74 
LO, 细胞 活性 3 100.79 + 3.38 99.17 x 7.47 80.32 x 3.23 41.55 x 1.97 34.45 x 3.76 
t 值 7.182 7.764 8.029 2.460 3.721 
P fü «0.0001 «0.0001 «0.0001 0.039 0.005 


ik: 细胞 活性 为 实验 组 与 空白 对 照 组 〈 设 空白 对 照 组 细胞 活性 为 100 ) 进行 比较 。 
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够 下 调 核心 靶 点 C CDK1 和 SRC 的 表达 水 平 。 PI3K, P-AKT 
响 ， 表 明 汉 黄 芬 
通路 (图 12, 表 7)。 
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合 物 类 药 规则 — RIPE 


毒性 ， 


基 五 规则 ” 。 并 
果 显 示 无 肝 毒 性 、 致 癌 性 、 致 突变 性 、 
具有 开发 为 药物 的 潜力 。 

Ael 的 TOP10 fff zn S EF 
BY, AKTI 缺失 能 够 阻止 小 鼠 肿 瘤 的 形成 " 
够 抑制 肝癌 干细胞 的 分 化 :71 


了 分 析 后 ， 


且 毒 性 预测 结 


细胞 毒性 、 免 疫 
通过 对 汉 黄 芬 素 干预 肝 
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图 7 药物 - 疾病 交集 基因 富 集 分 析 


Figure7  Drug-disease intersection gene enrichment analysis 


CDK 1-Wogonin 


Aniffnity: -8.8 (kcal/mol) 


oe ANB 
结合 能 : 


A 为 CDK1- DUAE E, 


—8.8 kcal/mol; 


图 8 药物 - 
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靶 点 分 子 对 接 可 视 化 示意 图 


Figure 8 Visualization diagram of drug-target molecular docking 
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9 平板 克隆 形成 实验 结果 图 


Figure 9 Plate clone formation experiment results 


48h 


对 照 组 37.5 p mol/L 


) 


75.0 u mol/L 150.0 p mol/L 


10 划 痕 实验 结果 图 


Figure 10 Scoring test results 


表 5 HepG2 细胞 克隆 形成 集落 数 比较 (x +s ) 


Table 5 Comparison of clone-forming colonies in HepG2 cells 


Ro 汉 黄 芬 素 处 理 后 细胞 迁移 率 比较 (x xs) 


Table 6 Comparison of cell migration rate after wogonin treatment 


组 别 例 数 HepG2 细胞 克隆 形成 数 组 别 例 数 HepG2 细胞 迁移 率 
0 3 95.67 + 4.51 0 3 33.83 + 3.05 
37.5 p mol/L 3 74.00 + 3.00* 37.5 p mol/L 3 18.98 + 0.45° 
75.0 u mol/L 3 39.67 + 2.52° 75.0 p mol/L 3 8.54 + 2.39" 
150.0 p mol/L 3 9.67 + 2.52" 150.0 p mol/L 3 5.06 + 1.89" 
F fü 410.0 F fü 106.7 
P (fü «0.000 1 P fü «0.0001 


注 :“ 表 示 与 对 照 组 相 比 P<0.05。 


致 免疫 应 答 下 调 与 肝 细胞 癌 预 后 相关 1。 通过 沉 
BR CDKNIA 能 够 促进 肝 细 胞 癌 的 增殖 和 迁移 | 。 

CDK1 在 肝 细 胞 癌 中 高 表达 并 且 与 不 良 预 后 相关 ， 下 
J CDK 的 表达 ， 能 够 抑制 肝 细 胞 癌 细 胞 的 增殖 ， 迁 移 
AUPE SATS). SRC 高 表达 促进 肝 细 胞 癌 的 进展 ， 

抑制 SRC 的 表达 ， 肝 癌 细 胞 的 增殖 受到 明显 的 抑制 
7, KEGG 富 集 分 析 结 果 中 ，IL-7 信号 通路 能 促进 肝 


注 :“ 表 示 与 对 照 组 相 比 P<0.05。 


细胞 癌 的 进展 ， 通 过 影响 IL-7 信号 通路 能 抑制 HCC 细 
胞 的 增殖 '* ”1 。 通 过 靶 向 p53 信号 通路 能 够 调控 肝 细 
胞 癌 的 发 生 和 进展 ' "1 。PI3K/AKT 信和 号 通路 与 细胞 
的 增殖 ， 迁 移 ， 凋 亡 等 方面 相关 ， 在 癌症 中 被 异常 激 
活 ， 与 肿瘤 的 发 生 和 进展 有 关 ， 靶 向 PI3K/AKT 信号 通 
路 是 癌症 治疗 的 有 效 策略 ”1 。 在 网 络 药理 学 分 析 中 
发 现 CDK1、SRC 两 个 核心 靶 点 的 mRNA 表达 水 平 在 肝 
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37.5 u mol/L 
图 11 HepG2 细胞 将 记 实 验 结果 
Figure 11 The results of HepG2 cell apoptosis experiment 
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Figure 12 Wogonin down-regulates the expression of core targets of 
SRC, CDKI protein and decreases PIBK/AKT pathway signaling 


60 kDa 


细胞 癌 组 织 显 著 高 于 正常 肝 组 织 ， 并 且 在 肝癌 患者 中 ， 
CDK1、SRC 的 高 表达 与 不 良 生存 预后 相关 。PI3K/AKT 
信号 通路 富 集 到 的 基因 数量 最 多 。 
体外 实验 证 明 ， 一 定 浓度 范围 内 的 汉 黄 芬 素 能 够 抑 
制 人 肝癌 细胞 株 HepG2 的 增殖 能 力 ， 并 且 在 一 定 浓 度 
范围 内 对 人 正常 肝 细 胞 株 LO, 的 增殖 抑制 能 力 小 于 癌 细 
有 抱 ， 说 明 汉 黄 蔡 素 对 肝癌 细胞 的 抑制 能 力 具 有 特异 怕 
划 痕 实验 和 凋 亡 实验 表明 ， 汉 黄 苍 素 能 够 抑制 肝癌 细胞 
的 迁移 和 诱导 肝癌 细胞 凋 亡 。 通 过 WB 实验 结果 发 现 ， 
汉 黄 芬 素 处 理 HepG2 细胞 后 ， 核 心计 点 CDK1、SRC 的 
表达 量 降低 ，PI3K/AKT 信号 通路 信号 减弱 。 

结合 体外 实验 和 以 前 的 文献 研究 ， 汉 黄 芬 素 可 能 ; 
通过 抑制 核心 基因 CDKI, SRC 的 表达 和 减弱 PI3K/AKT 
通路 信号 ， 然 后 抑制 肝癌 细胞 增殖 、 迁 移 和 诱导 细胞 凋 
亡 ， 达 到 干预 有 于 细胞 癌 发 生 和 进展 的 目的 。 结 合 网 络 药 


FE 


o 
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表 7 HepG2 细胞 PIBK/AKT 信号 通路 和 CDK1, SRC 和 蛋白 表达 (x xs) 
Table7 PI3K/AKT signaling pathway and CDK1, SRC protein expression 
levels in HepG2 cells 


组 别 例 数 PI3K P-AKT/AKT CDK1 SRC 
0 3 04674-0001 1.141+0.178 0.716 +0.121 0.747 + 0.065 
375 pmol/L 3 0610+0010 0.992 + 0.156 0.637+0.104 0.709 + 0.077 


0.514 + 0.059" 0.774 0.105" 0.454+0.110° 0.559 + 0.037 
0.488 + 0.050" 0.686 + 0.053" 0.358 + 0.037" 0.462 + 0.056" 


75.0 p mol/L 3 
150.0 mol/L 3 


FË 13.64 7.335 8.324 14.25 
P 值 0.0016 0.0110 0.0077 0.0014 
注 :“ 表 示 与 对 照 组 相 比 P<0.05。 


理学 分 析 以 及 体外 实验 结果 ,证 明 汉 黄 芬 素 是 一 个 具有 
潜力 开发 为 肝 细 胞 癌 治 疗 药物 的 天 然 化 合 物 ， 本 研究 为 
汉 黄 私 素 治疗 肝 细胞 癌 的 作用 机 制 进行 了 初步 探索 ， 为 
汉 黄 蕉 素 的 后 期 开发 利用 提供 了 一 定 的 参考 。 

局 限 性 : 本 次 研究 只 对 在 mRNA 表达 水 平 在 肝癌 
组 织 与 正常 肝 组 织 有 显著 差异 并 且 与 不 良 生存 预后 相关 
的 核心 基因 进行 体外 实验 验证 ， 未 对 其 他 核心 基因 进行 
深入 研究 分 析 。 由 于 实验 条 件 的 限制 ， 未 能 进行 体外 实 
验 进 一 步 研究 汉 黄 苓 素 对 肝 细 胞 况 发 生 和 进展 的 干预 作 
用 。 


作者 贡献 杨 永 峰 提出 研究 思路 ， 指 定 总 体 研究 上 
Hei 杨 安 银 、 刘 红 丽 进行 数据 分 析 ， 实 验 操作 以 及 文章 
撰写 陈 妙 洋 、 郑 王 凤 、 徐 志 远 进行 相关 文献 和 资料 收集 。 

本 文 无 利益 冲突 。 
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